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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
2iP  δ2-izopentenil adenin 
A. tumefaciens Agrobacterium tumefaciens 
AFLP  ang. amplified fragment length polymorphisms, polimorfizem dolžin 
pomnoženih fragmentov 
BAP  6-benzilamino purin 
bp  bazni pari 
Cq  ang. quantification cycle; število ciklov, pri katerem zaznamo 
fluorescenco v fazi eksponentnega pomnoževanja 
CTAB  cetil trimetil-amonijev bromid 
ddPCR  ang. droplet digital PCR, kapljična digitalna PCR 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
dPCR  digitalna PCR 
DsRed  rdeče fluorescentni protein iz Discosoma sp. 
E. coli  Esherichia coli 
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina 
GFP  ang. green flourescent protein, zeleno fluorescentni protein 
GUS  β-glukuronidaza 
H.  rod Humulus 
Hm  gojišče za mikropropagacijo hmelja 
Hr  gojišče za regeneracijo hmelja 
IAA  indol-3-ocetna kislina 
MS  gojišče Murashige in Skoog (1962) za rast in mikropropagacijo tobaka 
MSr  gojišče za regeneracijo tobaka 
N.  rod Nicotiana 
NAA  α-naftalen ocetna kislina 
PCR  ang. polymerase chain reaction, verižna reakcija s polimerazo 
qPCR  ang. quantitative PCR, kvantitativna PCR 
sp.  lat. species, vrsta  
TBE  tris borat-EDTA 
T-DNA  ang. transfer DNA; DNA, ki se vgradi v rastlinski genom 
TE  tris-EDTA 
Ti plazmid ang. tumor inducing; plazmid, ki inducira tvorbo rastlinskih tumorjev 
TRIS  tris hidroksimetil aminometan 
UV  ultravijolična svetloba 
X-gluc  5-bromo-4-kloro-3-indolil glukoronid 
YEB  gojišče za rast A. tumefaciens 
ZsGreen  zeleno fluorescentni protein iz Zoanthus sp. 
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1 UVOD 
Transgene rastline so rastline, ki vsebujejo tuje ali spremenjene gene, kar je bilo doseženo 
s pomočjo specifičnih fizikalnih ali bioloških metod. Ena od njih je posredna metoda 
transformacije s pomočjo bakterije Agrobacterium tumefaciens, ki ima naravno sposobnost 
prenosa dela svoje dednine rastlinskim celicam. Pred uvedbo genskih transformacij je 
izboljšanje rastlinskih lastnosti potekalo s klasičnim žlahtnjenjem, ki je dolgotrajno in 
odvisno od vrste ter načina opraševanja in razmnoževanja. V nasprotju s tem nam genske 
transformacije omogočajo vstavitev posameznega gena v genom, torej lahko že prej 
produktivno rastlino izboljšamo s točno določeno lastnostjo. 
 
Markerski geni kodirajo proteine, ki na lahko določljiv način spremenijo lastnosti 
transgene rastline v primerjavi z netransformiranimi. S pomočjo markerskih proteinov 
lahko spremljamo izražanje transgena. Ločimo jih lahko na takšne, ki za zaznavanje 
potrebujejo dodatek substrata (β-Glukuronidaza) in one, ki dodatka ne potrebujejo 
(fluorescentni proteini). 
 
Hmelj (Humulus lupulus L.) je dolgoživeča zelnata trajnica. Rastlino se komercialno goji 
za pridobitev ženskih socvetij (storžkov), ki se jih skoraj izključno uporablja za namen 
varjenja piva, v manjši meri še za farmacevtsko industrijo kot blago pomirjevalo. Na dnu 
krovnih lističev in prilistov storžkov se nahajajo lupulinske žleze, ki izločajo lupulin – 
snov, ki vsebuje grenčične smole, eterična olja in polifenole. Pivu daje okus, aromo, 
mikrobiološko stabilnost ter stabilnost pene. Eden od glavnih polifenolov v storžkih je 
ksantohumol. V zadnjem času je bil tema številnih raziskav zaradi širokega spektra 
farmakoloških učinkov, kot so protirakavo, protidiabetično, antibakterijsko in protivnetno 
delovanje.  
 
Tradicionalno žlahtnjenje predstavlja številne ovire; pri hmelju je problem dolgotrajnosti 
še posebej izrazit – klasično žlahtnjenje s križanjem traja namreč najmanj 15 let. Zaradi 
tega je smiselna uporaba genskih transformacij. Hmelj predstavlja zanimivo izbiro za to 
tehnologijo, saj lahko transformiramo le ženske rastline, torej ni nevarnosti prenosa 
transgena s pelodom. Poleg tega je rastlino zelo enostavno vegetativno razmnoževati. 
Lastnosti, ki so zanimive za žlahtnjenje z genskimi transformacijami, so odpornost proti 
boleznim in škodljivcem ter povečana ali modificirana proizvodnja sekundarnih 
metabolitov s farmakološkimi učinki. Na žalost je področje genskih transformacij pri 
hmelju še slabo raziskano. Problem predstavlja tudi nizka frekvenca adventivne 
regeneracije transformiranih celic, ki je predpogoj za učinkovito transformacijo. 
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1.1 CILJI NALOGE 
Cilj naloge je bil v hmelj in v tobak kot kontrolno rastlino vnesti transgene za markerske 
proteine GUS (β-glukuronidaza), ZsGreen in DsRed, s posrednim vnosom z bakterijo 
Agrobacterium tumefaciens. Pred transformacijo smo želeli preveriti regeneracijo 
šestnajstih genotipov hmelja in transformacijo izvesti z najbolj odzivnimi genotipi. Po 
transformaciji smo nameravali preveriti izražanje transgenov z β-glukuronidaznim (GUS) 
testom ter z opazovanjem fluorescence sintetiziranih proteinov s pomočjo 
epifluorescentnega mikroskopa. Prav tako smo želeli preveriti vgraditev transgenov v 
genom hmelja in tobaka s pomočjo verižne reakcije s polimerazo in z agarozno 
elektroforezo. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Predvidevali smo, da bo transformacija z vektorskim sistemom Agrobacterium tumefaciens 
primerna za hmelj.  
Pričakovali smo, da bodo izbrani markerski geni primerni za spremljanje transformacije 
hmelja in da bomo izbrali uspešen trasformacijski sistem primeren za hmelj v primerjavi s 
tobakom, katerega genom je zelo dovzeten za sprejem transgenov.  
Pričakovali smo, da bodo izbrane metode, ki omogočajo genotipsko in fenotipsko 
spremljanje, primerne za potrditev vključenosti transgenov in njihovega izražanja. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 GENSKE TRANSFORMACIJE 
Transgene rastline so rastline, ki vsebujejo tuje ali spremenjene gene, kar je bilo doseženo 
s pomočjo specifičnih fizikalnih ali bioloških metod. Transformacija tujih genov oz. 
transgenov v rastline se opravi s pomočjo ene od dveh skupin metod, in sicer z direktnimi 
fizikalno-kemijskimi metodami (biolistika, elektroporacija, mikroiniciranje, polietilen 
glikol, itd.) in biološkimi indirektnimi metodami s pomočjo bakterije Agrobacterium sp. 
(Finer in Dhillon, 2008). 
 
Pred uvedbo genskih transformacij je izboljšanje rastlinskih lastnosti potekalo s klasičnim 
žlahtnjenjem, ki je dolgotrajno in odvisno od vrste, ter načina opraševanja in 
razmnoževanja. Križanje dveh rastlin namreč pomeni premešanje na tesettisočine genov 
haploidnega genoma in zahteva selekcijo nastalih potomcev, da se iz množice potomcev 
izbere rastline z želenimi lastnostmi. Prav tako so potrebna povratna križanja, s čimer se 
izloči nezaželene lastnosti. V nasprotju s tem nam genske transformacije omogočajo 
vstavitev posameznega gena v genom, torej lahko že prej produktivno rastlino izboljšamo s 
točno določeno lastnostjo (Finer in Dhillon, 2008; Tinker, 2008).  
 
Od leta 1996, ko se je začela komercializacija transgenih rastlin, se je površina namenjena 
gojenju le-teh povečala iz 1,7 milijonov hektarjev na 185,1 milijonov hektarjev v letu 
2016. Od tega je v lanskem letu 50 % površin obsegala soja, 33 % koruza, 12 % bombaž in 
5 % oljna repica (Global …, 2016). 
 
Osnovni koncept transformacije je preprost: vnos želenega gena v celico in regeneracija v 
rastlino, ki bo vsebovala izbrano lastnost. Pri tem je pomembna izbira tarčnega tkiva, saj 
niso vsa tkiva enako dovzetna za sprejem transgena. Prav tako obstajajo razlike v 
sposobnosti regeneracije med različnimi tkivi. Najprimernejše so celice, ki so lažje 
dostopne za transgene, torej blizu površine, aktivno deleče (meristemi) in sposobne 
direktne regeneracije v celotno rastlino (Finer in Dhillon, 2008). 
 
Ker se transformira le majhen delež rastlinskih celic, je potrebno izločiti transformirne od 
ostalih. Najlažji način je z vnosom selekcijskega gena skupaj z genom, ki nas zanima. 
Selekcija je lahko pozitivna ali negativna. Pri negativni selekciji je produkt selekcijskega 
gena toksičen za rastlinsko celico, kar vodi v propad transformiranih celic. Ta način je za 
namen proizvodnje transgenih rastlin neprimeren. Uporablja pa se za razne bazične študije 
fiziologije oz. metabolizma celic.  
 
Pri pozitivni selekciji imajo transformirane celice selekcijsko prednost, zaradi česar 
prerastejo netransformirane, ki propadejo. To lahko opravimo na dva načina. Pri prvem v 
celice poleg želenega gena vnesemo še gen za odpornost na antibiotik, herbicid ali drugi 
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selekcijski agens, nato pa rastlinsko tkivo izpostavimo temu agensu. Preživele bodo samo 
transformirane celice, ki so sposobne razgradnje selekcijskega agensa. Pri drugem načinu 
pozitivne selekcije v celico vnesemo gen za razgradnjo vira energije, ki ga 
netransformirane celice ne morejo uporabiti oz. vključiti v svoj metabolizem. Tkivo nato 
izpostavimo gojišču, ki vsebuje to snov kot edini vir energije. Prav tako bodo preživele 
samo tansformirane celice (Finer in Dhillon, 2008; Miki, 2008).  
 
Selekcijski geni so bili označeni kot potencialno nevarni zaradi horizontalnega prenosa 
genov, torej prenos DNA iz ene vrste v drugo. Problematična je predvsem nevarnost 
prenosa odpornosti na antibiotike v bakterije. Čeprav pojav ni bil dokazan izven 
laboratorijskih razmer, je še vedno vplival na zakonodajo in regulacijo transgenih rastlin 
ter percepcijo širše javnosti. Zaradi tega se iščejo načini razvoja transgenih rastlin brez 
uporabe selekcijskih genov in načini izrezovanja le-teh oz. nadomestitev s selekcijskimi 
manoznimi itd. transgeni (Miki, 2008; Bennett in sod., 2004). 
2.1.1 Posredni vnos genov z Agrobacterium tumefaciens 
Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens) je talna bakterija, ki ima naravno sposobnost 
prenosa dela svoje dednine rastlinskim celicam. Bakterija je namreč rastlinski patogen, saj 
preko prenešene T-DNA iz t.i. Ti plazmida preusmeri metabolizem rastlinske celice in 
inducira nastanek rakaste tvorbe (ang. crown gall disease) na bazi stebla – hipokotilu. 
 
Ti plazmid vsebuje mesto z geni ori (ang. origin of replication), ki so odgovorni za 
podvojevanje plazmida, in gene vir – t.i. virulentni geni, ki sodelujejo pri procesu izreza, 
prenosa in vgradnje dednine T-DNA v rastlinsko celico. Na obeh robovih T-DNA se 
nahajajo približno 25 bp dolge neposredne ponovitve oz. mejna nukleotidna zaporedja 
(Slika 1) (Curtis, 2008). 
 
 
Slika 1: Divji tip Ti plazmida A. tumefaciens (prirejeno po Curtis, 2008) 
Ti plazmid 
T-DNA 
geni ori  
geni vir  
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Bakterija v naravi okužuje poškodovana tkiva dvokaličnic. Preko serije signalnih molekul 
predvsem acetosiringona in hemiacetosiringona, ki jih izločajo rastlinske celice, se v A. 
tumefaciens aktivirajo geni vir, ki omogočajo okužbo in vgraditev T-DNA v rastlinski 
genom (Finer in Dhillon, 2008). Prav tako so za okužbo rastline pomembni geni chv, ki se 
nahajajo na bakterijskem kromosomu (Suzuki in sod., 2001). 
 
Naravna T-DNA vsebuje gene za sintezo rastlinskih hormonov, citokininov in avksinov, ki 
z intenzivno delitvijo celic sprožijo tvorbo tumorjev. Poleg tega vsebuje tudi gene za 
sintezo opinov, ki predstavljajo vir dušika in energije za A. tumefaciens (Curtis, 2008). 
 
Sposobnost bakterije, da spremeni metabolizem okuženih rastlinskih celic preko 
spremenjenega gostiteljevega genoma, je spodbudila razvoj plazmidnih vektorjev za 
transformacijo preko A. tumefaciens Pri tem načinu prenosa se v zadnjem obdobju 
uporabljata dva vektorja. Od tega prvi, modificiran Ti plazmid, omogoča okužbo ter 
posledično transformacijo in vsebuje gene vir, brez T-DNA. Drugi, t.i. binarni plazmid, pa 
vsebuje T-DNA, ki je brez fitoonkogenov, torej genov, ki inducirajo tvorbo tumorjev. Od 
naravne T-DNA sta ostali le robni nukleotidni zaporedji, med kateri lahko kloniramo 
želene in selekcijske gene (Finer in Dhillon, 2008; Curtis, 2008). 
 
Bakterijski selekcijski geni so pomembni, saj binarni vektor bakteriji brez njih ne 
predstavlja selekcijske prednosti v gojiščih z dodano selekcijo. Bakterijski selekcijski geni 
morajo biti opremljeni z bakterijskim promotorjem, ki ga prepoznavata tako E. coli in A. 
tumefaciens Prav tako so želeni in rastlinski selekcijski geni opremljeni z ustreznimi 
promotorji, ki so prepoznavni širokemu naboru rastlinskih vrst in tkiv ter omogočajo 
izražanje v določenem razvojnem obdobju po celi rastlini ali specifično v posameznih 
tkivih. 
Po pripravi binarnih vektorjev jih s toplotnim šokom prenesemo in namnožimo v bakteriji 
E. coli, jih nato izoliramo ter z elektorporacijo transformiramo v A. tumefaciens Vektorji 
morajo vsebovati ori mesto, ki jim omogoča pomnoževanje tako v E. coli kot A. 
tumefaciens (Curtis, 2008). 
 
Posredni vnos genov z A. tumefaciens predstavlja naravno in relativno uspešno ter cenovno 
ugodno metodo transformacije rastlin, saj ne potrebujemo drage opreme. Najprej bakterijo 
namnožimo v primernem selekcijskem gojišču, nato pa jo z inkubacijo preprosto nacepimo 
na rastlinsko tkivo in ju kokultiviramo za določen čas. Kokultivacijo končamo z dodatkom 
primernih antibiotikov v gojišče, s čimer uničimo bakterijo. 
 
Uspešnost transformnacije lahko povečamo na tri glavne načine (Finer in Dhillon, 2008):  
- s povečanjem stika bakterije s tarčnim tkivom,  
- izboljšanim izražanjem genov vir in chv in 
- minimiziranjem obrambnih mehanizmov v tarčnem tkivu. 
6 
Brinovec M. Vnos in ugotavljanje markerskih genov pri hmelju (Humulus lupulus L.). 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
 
Bakterijam lahko povečamo stik s tarčnim tkivom z dodatnim poškodovanjem le-tega, saj 
A. tumefaciens okužuje le poškodovana tkiva. To najbolj preprosto izvedemo s skalpelom, 
s katerim je zelo enostavno poškodovati tkivo, a ne preveč, ker s tem lahko preprečimo oz. 
onemogočimo regeneracijo.  
 
Izražanje genov vir in chv lahko pospešimo z dodatkom acetosiringona v gojišče in 
inokulacijo rastlinskega tkiva dan ali dva pred oz. v fazi kokultivacije z bakterijo. Ta 
dodatek je omogočil uspešno transformacijo tudi pri rastlinskih vrstah, ki sprva niso bile 
dovzetne za transformacijo z A. tumefaciens 
 
Tretja metoda optimizacije transformacije bazira na spremenjenem obrambnem odzivu oz. 
neodzivu okuženih rastlinskih celic na bakterijo. Med samo interakcijo rastlinskih celic in 
A. tumefaciens lahko povečan nivo peroksidaze in posledična oksidacija povzroči rjavenje 
rastlinskih tkiv in celično smrt. V ta namen se takoj po transformaciji oz. kokultivaciji v 
gojišče dodaja reducente, od tega najpogosteje cistein, srebrov nitrat in askorbinsko kislino 
(Finer in Dhillon, 2008).  
2.1.2 Zanimivi transgeni in lastnosti za izbolšanje rastlin 
Veliko lastnosti, ki so agronomsko pomembne, kot na primer velikost pridelka, kvaliteta, 
barva itd., so pogosto nadzorovane z več med seboj sodelujočih genov. Kljub temu pa 
zadostno število uporabnih lastnosti kodira samo en gen, kar je bolj primerno za namen 
transformacije. Določitev monogenskih lastnosti in pridobivanje transgenih rastlin z 
nizkim številom vnesenih genov je preprostejše. 
 
Najbolj pogoste lastnosti vnesene v rastline so lastnosti, ki vplivajo na višino in kvaliteto 
pridelka. Med te sodijo odpornost na herbicide, žuželke in patogene organizme. Manj 
pogoste lastnosti pa so prehranska izboljšava in obstojnost (npr. zlati riž, paradižnik z 
upočasnjenim zorenjem), vsebnost farmacevskih učinkovin in lastnosti v povezavi z 
izboljšano proizvodnjo biogoriv, ki so v porastu v zadnjem obdobju (Gallo in Flynn, 2008). 
 
V zadnjih letih je prišlo do porasta vnosa zloženih lastnosti (ang. stacked traits), torej večih 
transgenov zelo blizu skupaj, ki so odgovorni za različne lastnosti. Primer tega je koruza s 
transgenom za odpornost na koruzno veščo in transgenom za odpornost na herbicide. Samo 
od leta 2015 do leta 2016 se je površina namenjena gojenju poljščin z zloženimi lastnostmi 
povečala za 41 % (Global …, 2016). 
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2.2 MARKERSKI GENI 
Markerski geni kodirajo proteine, ki spremenijo lastnosti transgene rastline v primerjavi z 
netransformiranimi na lahko določljiv način. S pomočjo markerskih proteinov lahko 
spremljamo izražanje transgena. Zaradi enostavne določljivosti so zelo uporabni pri delu z 
večjim številom vzorcev, kar je še posebej pomembno pri uvajanju in optimizaciji metod 
za transformacijo novih vrst rastlin. Ločimo jih na markerske gene, ki za določanje 
potrebujejo dodatek substrata in takšne, ki za spremljanje dodatka ne potrebujejo (Miki 
2008; Khan in sod., 2013).  
2.2.1 β-glukuronidaza 
β-glukuronidaza (GUS) je bakterijski encim, ki ga kodira gen uidA oz. gusA iz E. coli. Je 
primer markerskega gena, ki za določevanje potrebuje dodatek substrata in sicer 5-bromo-
4-kloro-3-indolil glukuronida (X-gluc), ki nam omogoča določanje na celičnem nivoju. 
Celice v katerih se gen izraža se obarvajo modro. Encim je stabilen v rastlinskih celicah in 
tudi v visokih koncentracijah ni toksičen za rastlino. Največja pomankljivost uporabe gena 
GUS je, da je način določanja uničujoč za rastlinska tkiva (Miki, 2008; Khan in sod., 2013; 
Jefferson in sod., 1987). 
2.2.2 Fluorescentni proteini 
Fluorescentni proteini so markerski proteini, ki za zaznavanje ne potrebujejo dodatka 
substrata. Določanje je možno tudi na subceličnem nivoju in temelji na zaznavanju 
fluorescence in sicer s konfokalnim mikroskopom. Uporaba fluorescentnih proteinov 
omogoča spremljati izražanje v realnem času v živih celicah (Miki, 2008). 
 
Zeleno fluorescentni protein (GFP) iz meduze Aequorea victoria je markerski protein, ki 
fluorescira zeleno ob osvetlitvi z UV (395 nm) ali modro svetlobo (475 nm). Protein je 
zelo stabilen in nima negativnih vplivov na rast, razvoj in fertilnost rastlin (Stewart, 2001). 
Pomankljivost GFP je v tem, da je v rastlinskih celicah slabše viden zaradi 
avtofluorescence in sicer problematična je predvsem fluorescenca klorofila. Zaradi tega je 
oteženo določevanje nizkih ravni GFP v rastlinskih celicah (Goverse in sod., 1998). 
 
Za uporabo kot markerski proteini obstajajo tudi proteini izolirani in morskih vetrnic in 
koral, ki fluorescirajo tudi v drugih barvah. Med njih sodita DsRed iz Discosoma sp., ki 
fluorescira rdeče ob osvetlitvi z rumeno svetlobo (558 nm) in ZsGreen iz Zoanthus sp., ki 
fluorescira zeleno ob osvetlitvi z modrozeleno svetlobo (497 nm). Za razliko od GFP, ki je 
monomer, so ti proteini homotetrameri, kar onemogoča fuzije z drugimi proteini. Kljub 
temu pa za številne fluorescentne proteine obstajajo mutante z dimerno ali monomerno 
obliko in spremenjenimi spektralnimi lastnostmi (Stewart, 2006). 
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2.3 ANALIZA POTENCIALNIH TRANSGENIH RASTLIN 
Po transformaciji je potrebno potrditi uspešnost le-te, tako na genotipskem kot fenotipskem 
nivoju. To dosežemo z vrsto fenotipskih in genotipskih analiz. Najprej je smiselno izvesti 
začetno izločanje na celičnem nivoju, da se znebimo netransformiranih regenerantov. 
Začetno izločanje je pomembno za zmanjšanje števila netransformiranih regenerantov v 
nadaljnjih, natančnejših analizah, ki so tudi zamudnejše in dražje. Zaradi tega morajo biti 
začetne analize preproste, ekonomične in visokozmogljive. Med začetne sodi rast na 
selekcijskem gojišču z antibiotikom, herbicidom ali drugimi agensi ter molekulske analize 
med katere lahko uvrstimo verižno reakcijo s polimerazo (PCR) z agarozno elektroforezo. 
Končne analize, kot so prenos po Southernu in kapljična digitalna PCR (ddPCR) so 
pomembne, ker nam dajo podatek o številu kopij transgena vgrajenega v genom. Po 
končani molekulski karakterizaciji rastlin jih je smiselno še fenotipsko ovrednotiti in 
določiti ali se razlikujejo od divjega tipa. 
 
Direktno ali iz kalusa regenerirane transformirane rastline imajo označbo T0 in so vedno 
hemizigotne, torej vsebujejo eno/redkeje več kopij vnesenega gena na novem 
lokusu/lokusih genoma rastline. Rastline T0 so starševske T1 rastlinam, ki imajo vstavljen 
transgen v hemizigotnem, pozitivno homozigotnem ali negativno homozigotnem stanju v 
razmerju 2:1:1 po Mendlu (Slika 2) (Zale, 2008). 
 
 
                   Hemizigot 
 
 
 
 
 
 
 
 
Hemizigot       Pozitivni homozigot  Negativni homozigot 
 
Slika 2: Genetska struktura hemizigotne rastline T0 in po samooprašitvi nastalih potomcev T1 
 
2.3.1 Verižna reakcija s polimerazo 
PCR je visoko selektivna metoda, ki jo lahko uporabimo za določanje transgenov ali 
markerjev z uporabo izolirane DNA. Metoda temelji na reakciji pomnoževanja zaporedja 
DNA z dvema začetnima oligonukleotidoma, ki sta komplementarna 5' in 3' koncu 
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iskanega zaporedja. Reakcija poteka s pomočjo termostabilne Taq polimeraze skozi 
ponavljajoče se cikle segrevanja in ohlajanja. Da so rezultati sploh vidni, je potrebno 
izvesti še agarozno elektroforezo, s katero ločimo pomnožene fragmente. DNA ima zaradi 
fosfatnih skupin negativen naboj in pomnoženi fragmenti potujejo proti anodi s pozitivnim 
nabojem (Zale, 2008). 
2.3.2 Prenos po Southernu 
Prenos po Southernu je analiza, ki omogoča določevanje števila kopij transgena vgrajenega 
v rastlinski genom. Zahteva izolacijo večje količine DNA na posamezno rastlino (desetine 
mikrogramov), prav tako mora biti DNA visoke kvalitete in z visoko molekulsko maso, 
torej nepoškodovana. Za izvedbo analize je po izolaciji potrebno rezati DNA z 
restrikcijskimi encimi in ločiti nastale fragmente s pomočjo agarozne elektroforeze. Na 
agarozni gel se nato položi membrano in fragmenti s pomočjo kapilarnega toka potujejo iz 
gela na membrano. Na fragmente se nato hibridizira radioaktivno označene in 
neradioaktivne (dioksigenin) sonde, torej kratke odseke DNA komplementarne s 
transgenom, ki se jih spremlja pod X-žarki ali brez radioaktivnega vira (Zale, 2008; Collier 
in sod., 2017). 
 
Prenos po Southernu je zelo zanesljiva metoda in dobro uveljavljena za potrditev 
prisotnosti števila določenih zaporedij DNA v genomu organizma. Velika slabost metode 
je njena časovna zamudnost in tehnična zahtevnost (Collier in sod., 2017). 
2.3.3 PCR v realnem času 
PCR v realnem času oz. kvantitativna PCR (qPCR) je metoda, ki nam omogoča 
spremljanje reakcije pomnoževanja DNA v realnem času in sicer preko merjenja 
fluorescence. DNA označimo s fluorescentnimi barvili, oddana fluorescenca pa je 
sorazmerna količini produkta in se z vsakim ciklom povečuje. Rezultat qPCR je število 
ciklov oz. Cq (ang. quantification cycle), pri katerem zaznamo fluorescenco v fazi 
eksponentnega pomnoževanja. Vrednost Cq je odvisna od začetne količine tarče v reakciji, 
torej je qPCR kvantitativna metoda (Kubista in sod., 2006; Kamle in Ali, 2013).  
 
Predhodno opravljne študije so pokazale, da lahko s qPCR izmerimo tudi število kopij 
transgena, vendar je napaka med ponovitvami pogosto visoka (Ingham in sod., 2001; 
Schmidt in Parrott, 2001; Song in sod. 2002). qPCR torej potrebuje obsežno 
eksperimentalno optimizacijo in večje število reakcij na posamesen vzorec, da lahko dovolj 
natančno ločimo eno kopijo transgena od dveh (Bubner in sod., 2004). 
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2.3.4 Kapljična digitalna PCR 
Digitalna PCR (dPCR) je metoda, ki temelji na porazdelitvi pozameznih vzorčnih DNA 
tako, da ima večina reakcij eno tarčo, nekaj reakcij pa je tudi brez ali z več kot eno tarčo. 
Temu v statistiki pravimo Poissonova porazdelitev. Po končanem pomnoževanju nam 
število pozitivnih in negativnih reakcij z uporabo Poissonove statistike poda začetno 
število kopij DNA v znani količini vzorca (Pinheiro in sod., 2012).  
 
Pri kapljični dPCR (ddPCR) posamezne reakcije potekajo v kapljicah emulgiranih v olju. 
Določanje števila kopij DNA poteka s pomočjo fluorescentnih barvil, podobno kot pri 
qPCR (Hindson in sod., 2011). 
 
Na podlagi ddPCR so Collier in sod. (2017), Glowacka in sod. (2016) ter Xu in sod. (2016) 
razvili metode določanja števila kopij transgena za širok spekter poljščin. Prav tako so 
lahko s pomočjo metode ločili hemizigotne osebke od homozigotnih. Metoda je hitra in 
natančna ter deluje dobro tudi pri vrstah z velikimi genomi. Zaradi tega predstavlja dobro 
alternativo prenosu po Southernu (Collier in sod., 2017). 
2.4 TOBAK  
Rod Nicotiana iz družine razhudnikovk (Solanaceae) obsega 76 vrst, ki izvirajo večinoma 
iz S in J Amerike ter Avstralije; ena vrsta izhaja iz Afrike. Gojeni vrsti sta N. tabacum L. 
ali navadni tobak in N. rustica L. ali kmečki tobak (Knapp in sod, 2004), od tega je danes 
komercialno pomemben predvsem navadni tobak. Je samoprašna enoletna zelnata rastlina. 
Glavna učinkovina tobaka je alkaloid nikotin, ki se shranjuje v listih in za rastlino 
predstavlja insekticidno obrambo. Uporablja se za kajenje, žvečenje in njuhanje (Tobacco, 
2017)  
 
Tobak ima v diploidnem stanju 48 kromosomov in precej velik genom – velikost haploidne 
DNA znaša okrog 4,5 Gbp. Za genske transformacije je zelo dovzeten je in je modelna 
rastlina za to tehnologijo (Sierro in sod., 2014). Organogeneza listnih izsečkov tobaka je v 
tkivni kulturi hitra in direktna z velikim odstotkom vitalnih regenerantov (Stolarz in sod., 
1991). Le-to je osnovni pogoj za uspešno transformcijo. Kot prva uspešno transformirana 
rastlina predveč kot tridesetimi leti ima dobro razvit transformacijski sistem z A. 
tumefaciens (Horsch in sod., 1984). Še posebno je zanimiv kot rastlina za masovno 
proizvodnjo aktivnih učinkovin za farmacevsko industrijo – poleg tega, da ga je enostavno 
transformirati, proizvede veliko biomase in se ne uporablja za prehrano ljudi ali krmo 
(Fischer in sod., 2004). 
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2.5 HMELJ 
Rod Humulus iz družine konopljevk (Cannabaceae) vključuje dvodomne, vetrocvetne, 
trajne ovijalke, razširjene po severni polobli. Rod sestavljajo tri vrste in sicer navadni ali 
evropski hmelj (H. lupulus L.), japonski hmelj (H. japonicus Siebold & Zucc.) in kitajski 
hmelj (H. yuannanensis Hu.). Od tega je edina gojena vrsta H. lupulus (Small, 1978). 
 
Izmerjena velikost haploidne jedrne DNA pri evropskemu hmelju je 2,05 Gbp (Natsume in 
sod., 2015). V diploidnem stanju ima hmelj 20 kromosomov (Haunold, 1991). 
2.5.1 Pridelovanje hmelja 
Pri hmelju so gospodarsko pomembne samo ženske rastline, moške se uporablja le v 
žlahtniteljske namene. Hmelj se goji skoraj izključno za namen varjenja piva, v manjši 
meri še za farmacevtsko industrijo. Uporablja se storžke, ki so dozorela ženska socvetja. 
(Almaguer in sod., 2014). Nedzemni deli rastline vsako leto propadejo, podzemni deli oz. 
korenike so trajni in dosežejo do 4 m v globino zemlje. Vsako leto iz korenike poženejo 
novi poganjki, ki lahko ob opori dosežejo okrog 8 m. Obiranje storžkov poteka pozno 
poleti, ko dosežejo polno zrelost (Krottenthaler, 2009). 
 
Največ hmelja se pridela v naslednjih državah, ki so razvrščene po vrsti od največje do 
najmanjše količine pridelanega hmelja na državo: Nemčija, ZDA, Etiopija, Kitajska, 
Češka, Poljska, Severna Koreja, Slovenija, Velika Britanija in Francija. V Sloveniji je 
površina hmeljišč v letu 2014 obsegala 1296 ha, kar je 1,6 % svetovnie površine hmeljišč. 
Donos naših hmeljišč je primerljiv s svetovnim povprečjem (FAOSTAT, 2017). 
2.5.2 Aktivne učinkovine in uporaba hmelja 
Poleg uporabe pri varjenju piva se hmelj že dolgo uporablja v tradicionalni medicini, še 
posebno za zdravljenje motenj spanja. Poleg tega se tradicionalno uporablja za 
povečevanje apetita in stimulacijo prebave ter kot protibakterijsko in protiglivno sradstvo 
(Zanoli in Zavatti, 2008). 
 
Na dnu krovnih lističev in prilistov storžkov se nahajajo lupulinske žleze, ki izločajo 
lupulin (Rode in sod., 2002) – snov, ki vsebuje grenčične smole, eterična olja in polifenole. 
Sestava lupulina je odvisna od sorte, leta pridelave, časa obiranja ter načina sušenja in 
skladiščenja (Krottenthaler, 2009). Eterična olja sestavljajo hlapen del lupulina. 
Predstavljajo 0,5-3 % teže suhih storžkov. Pivu dajejo značilno aromo in okus (Almaguer 
in sod., 2014). 
 
Grenčične smole predstavljajo 15-30 % teže suhih storžkov. Pivu dajejo grenak okus, 
stabilizirajo peno in delujejo protimikrobno. Glede na topnost v različnih organskih topilih 
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se delijo na trde in mehke grenčične smole. Mehke smole se delijo naprej na α- in β-
kisline. Od tega h grenkobi največ prispevajo α-kisline (Krottenthaler, 2009; Almaguer in 
sod., 2014). 
 
Polifenoli so naslednja skupina sekundarnih metabolitov pri hmelju in predstavljajo do 4 % 
teže suhih storžkov. Vsem je skupen aromatski obroč z vsaj dvema hidroksilnima 
skupinama. Delujejo antioksidativno in v pivu prispevajo k stabilnosti okusa, barvi, 
grenkosti in trpkosti (Almaguer in sod., 2014).  
 
Ksantohumol je eden od glavnih polifenolov v storžkih. V pivu je prisoten le v sledovih, 
saj prihaja do močnih izgub v tradicionalnem načinu varjenja (Almaguer in sod., 2014). V 
zadnjem času je bil tema številnih raziskav zaradi širokega spektra farmakoloških učinkov 
kot so protirakavo, protidiabetično, antibakterijsko in protivnetno delovanje (Lv in sod., 
2017; Costa in sod., 2017a; Xin in sod., 2017; Mi in sod., 2017; Pacurari, 2017; Pichler in 
sod., 2017; Shikata in sod., 2017; Costa in sod., 2017b; Liu in sod., 2015). Zaradi tega je 
bilo izvedenih veliko poskusov povečanja količine ksantohumola v pivu (Wunderlich in 
sod., 2013; Santos in sod., 2013; Karabin in sod., 2013). 
2.5.3 Klasično žlahtnjenje hmelja 
Žlahtnjenje hmelja se je začelo s klonsko selekcijo prilagojenih divjih rastlin. Zgodovinsko 
je žlahtnjenje hmelja temeljilo na evropskih ekotipih, saj zagotavljajo okus piva, ki ga 
cenijo proizvajalci. V zgodnjem 20. stoletju se je začelo žlahtnjenje s križanjem in sicer se 
je uporabljalo divji hmelj iz Severne Amerike z namenom razširitve genske raznolikosti 
(Patzak in sod., 2010).  
 
Najpogostejša metoda za pridobivanje novih sort je križanje, pri čemer je zelo pomembna 
dobra izbira staršev. Ženske ratline izberemo na osnovi opazovanj rasti, razvoja in videza 
rastlin v rastni dobi ter na osnovi morfoloških in kemijskih analiz storžkov. Pri tem so 
pomembne lastnosti kakovost, dober pridelek in odpornost proti najpomembnejšim 
škodljivcem in boleznim. Pri hmelju predstavljajo problem moške rastline, ker ne razvijejo 
storžkov in jih ne moremo neposredno vrednotiti na gospodarsko pomembne lastnosti, kot 
sta količina in velikost pridelka. Te lastnosti so se tradicionalno ugotavljale s progenim 
testiranjem, torej z ocenjevanjem in analiziranjem potomstva ugotavljamo genetsko 
vrednost staršev, kar pa je dolgotrajno in drago (Šuštar-Vozlič in sod., 2002). 
 
Danes se uveljavlja žlahtnjenje s pomočjo markerjev, ki omogoča selekcijo na zgodnji 
razvojni stopnji rastlin, prav tako pa odpravi vpliv okolja na izražanje opazovanih lastnosti 
(Patzak in sod., 2010). V namen ocenjevanja genotipov hmelja so bili uporabljeni AFLP 
(ang. amplified fragment length polymorphisms) markerji (Henning in sod., 2010; 
Townsend in Henning, 2009), mikrosateliti (Bassil in sod., 2008; Stajner in sod., 2008; 
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Murakami in sod., 2006a; Murakami in sod., 2006b; Jakse in sod., 2004) in ostali markerji 
(Beatson in sod., 2016). 
 
Hmelj so požlahtnili tudi s poliploidizacijo. Najbolj optimalni so triploidi (2n=3x), ki jih 
dobimo s križanjem avtotetraploida (2n=4x) z diploidom. V primerjavi z diploidi so 
triploidi bolj izenačeni, so manj občutljivi na hmeljevo peronosporo, imajo daljšo rastno 
dobo, večji pridelek in manjšo osemenjenost storžkov (Šuštar-Vozlič in sod., 2002). 
Tradicionalno se v namen pridobivanja tetraploidov rastline tretira s kolhicinom ali 
drugimi antimitotiki. Škof in sod (2007) pa so opazili spontano indukcijo tetraploidije pri 
in vitro regeneraciji hmelja (Škof in sod., 2007). 
2.5.4 Genske transformacije hmelja 
Uporaba genskih transformacij je pri hmelju še posebej zanimiva, saj je klasično 
žlahtnjenje s križanjem dolgotrajen postopek – traja namreč najmanj 15 let (Šuštar-Vozlič 
in sod., 2002). Hmelj je glede ohranjanja biodiverzitete zanimiva rastlina za 
transformacije, saj lahko gensko spremenimo le ženske rastline, torej ni nevarnosti prenosa 
transgena s pelodom. Poleg tega je pri hmelju zelo enostavno vegetativno razmnoževanje. 
Lastnosti, ki so zanimive za žlahtnjenje z genskimi transformacijami, so odpornost proti 
boleznim in škodljivcem (Horlemann in sod., 2003), še posebej proti hmeljevi uvelosti, 
katere povzročitelj je gliva Verticillium albo-atrum. Za glivo ni na voljo učinkovitih 
kemičnih sredstev, najučinkovitejša metoda preprečevanja pa je gojenje odpornih sort in 
uporaba strogih fitosanitarnih ukrepov (Jakse in sod., 2013). Poleg tega je zanimivo 
področje povečana ali modificirana proizvodnja sekundarnih metabolitov s farmakološkimi 
učinki, še posebno ksantohumol (Horlemann in sod., 2003). 
 
Predpogoj za učinkovito transformacijo je visok odstotek in vitro regeneracije (Horlemann 
in sod., 2003). Pri hmelju je mikropropagacija v tkivni kulturi preko aksilarnih brstov 
učinkovita (Roy in sod., 2001), vendar je indukcija adventivne regeneracije težavna, prav 
tako je močno odvisna od genotipa (Batista in sod., 1996; Gurriaran in sod., 1999). Poleg 
tega na uspešnost regeneracije vpliva sestava gojišča, vsebnost hormonov in izvor izsečkov 
(Škof in sod., 2007). Za najprimernejše izsečke so se izkazali internodiji (Horlemann in 
sod., 2003). 
 
Horlemann in sod. (2003) so izvedli prvo uspešno transformacijo hmelja in sicer s 
posredno metodo transformacije z A. tumefaciens na nemški sorti 'Tettnanger'. Od vseh 
okuženih izsečkov jih je bilo 2,9 % GUS pozitivnih in 1,5 % se jih je razvilo v rastline, ki 
so preživele aklimatizacijo v rastlinjaku. Škof in Luthar (2005) poročata o prvi 
transformaciji slovenske sorte 'Aurora', kjer je bilo 10,7 % od vseh okuženih izsečkov GUS 
pozitivnih. Schwekendiek in sod. (2007) so v sorto 'Tettnanger' vnesli gen iz vinske trte 
vst1, ki kodira stilben sintazo. Ta encim katalizira nastanek antioksidanta resferatrola, ki 
14 
Brinovec M. Vnos in ugotavljanje markerskih genov pri hmelju (Humulus lupulus L.). 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
deluje preventivno na pojav srčnožilnih bolezni. Od vseh okuženih izsečkov z A. 
tumefaciens, jih je bilo 22 % odzivnih na selekcijskem gojišču in 0,4 % se jih je razvilo v 
rastline aklimatizirane na razmere v rastlinjaku ter 0,2 % na poljske razmere. Gatica-Arias 
in sod., (2012) so v sorto 'Tettnanger' vnesli gen za transkripcijski faktor PAP1/MYB75 iz 
rastline Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., ki stimulira izražanje genov za biosintezo 
flavonoidov. Delež transformiranih rastlin potrjenih s PCR od okuženih izsečkov je bil 2 
%. Odrasle rastline so imele rdečkaste do rožnate ženske cvetove in storžke ter povečane 
količine flavonoidov v primerjavi z divjim tipom.  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 TOBAK 
Kot kontrolno rastlino smo uporabili tobak sorto 'Havana 38'. V transformacijo smo 
vključili listne izsečke mikropropagiranih rastlin na gojišču MS, ki so bile gojene pri 
temperaturi 22 ± 1 °C, fotoperiodi 16 ur svetlobe in 8 ur teme ter intenziteti osvetlitve 40 
µmol/m2s1 (Slika 3A). 
3.2 HMELJ 
Uporabili smo različne genotipe hmelja (osem sort: 'Aurora', 'Bobek', 'Celeia', 'Dana', 
'Eureka', 'Savinjski golding', 'Styrian gold' in 'Tettnanger' ter osem križancev z oznakami 1-
8) pridobljene iz Inštituta za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije iz Žalca. 
 
Genotipe smo razmnožili na gojišču Hm v steklenih kozarcih v rastni komori pri enakih 
razmerah kot tobak (Slika 3B). Vsakih 6-8 tednov smo novo nastale poganjke narezali na 
nodijske izsečke in jih subkultivirali na sveže gojišče Hm. Po osmih do desetih tednih so 
bile rastline dovolj velike, da smo iz njih lahko narezali internodijske izsečke ter jih 
uporabili za transformacijo z A. tumefaciens 
 
  
Slika 3: Mikropropagirane rastline tobaka (A) in hmelja (B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A B 
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3.3 SESTAVA GOJIŠČ 
Gojišče MS za rast in mikropropagacijo tobaka (Murashige in Skoog, 1962): 
bazalno gojišče MS  4,3 g/l 
 tiamin    2 mg/l 
 piridoksin   1 mg/l 
 nikotinska kislina  1 mg/l 
 saharoza   30 g/l 
 agar    8 g/l 
 pH 5,8 
 
Gojišče MSr za regeneracijo tobaka (Stolarz in sod., 1991): 
bazalno gojišče MS  4,3 g/l 
inozitol   0,1 g/l 
saharoza   30 g/l 
BAP    1,0 mg/l 
NAA    0,1 mg/l 
tiamin    0,1 mg/l 
Fe-EDTA   0,1 mM 
agar    8 g/l 
pH 5,8 
 
Gojišče Hm za rast in mikropropagacijo hmelja (Ferant in sod., 2001) 
 bazalno gojišče MS  4,3 g/l 
 inozitol   0,1 g/l 
 glukoza   20 g/l 
 tiamin    0,1 g/l 
piridoksin   0,5 g/l 
nikotinska kislina  0,5 g/l 
BAP    1 mg/l 
agar    8 g/l 
pH 5,8 
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Gojišče Hr za regeneracijo hmelja (Škof in sod., 2007) 
 bazalno gojišče MS  4,3 g/l 
 inozitol   0,1 g/l 
 glukoza   20 g/l 
 tiamin    0,1 mg/l 
 piridoksin   0,5 mg/l 
 nikotinska kislina  0,5 mg/l 
 2iP    6 mg/l 
 IAA    0,025 mg/l 
 glicin    2 mg/l 
 agar    8 g/l 
 pH 5,8 
 
Gojišče YEB za rast A. tumefaciens LBA4404 
 saharoza   5 g/l 
 pepton    5 g/l 
 goveji ekstrakt  5 g/l 
 kvasni ekstrakt  1 g/l 
 MgSO4×7H2O  1 g/l 
 pH 7,0   
 
Po avtoklaviranju smo v gojišča sterilno dodali termolabilne komponente (acetosiringon in 
antibiotike). 
3.4 VEKTORSKI SISTEM 
Za transformacijo smo uporabili komercialni sev A. tumefaciens LBA4404. Sev vsebuje 
kromosom TiAch s selekcijskim genom rif, ki je odgovoren za odpornost na antibiotik 
rifampicin (50 mg/l). Prav tako vsebuje razoroženi Ti plazmid pAL4404 s selekcijskima 
genoma spec in strep, ki sta odgovorna za odpornost na antibiotika spektinomicin (100 
mg/l) in streptomicin (100 mg/l) (Hellens in sod., 2000). V bakterijo je bil predhodno z 
elektroporacijo vnešen eden od binarnih plazmidov: pCAMBIA1301, pCAMBI1302-
ZsGreen ali pCAMBIA1390-DsRed-Express (Slike 4, 5 in 6). 
 
Komercialni plazmid pCAMBIA1301 (Slika 4) vsebuje markerski gen gusA. Ta oblika 
gena gus ohranja popolno aktivnost v rastlinski celici in sicer tako, da se veže na signalni 
peptid. Prav tako vsebuje intron iz ricinusove katalaze, ki preprečuje izražanje gena v 
prokariontih (Ohta in sod., 1990; Tanaka in sod., 1990). Plazmid vsebuje selekcijski gen 
nptII za odpornost na kanamicin kot bakterijsko selekcijo in gen hptII za odpornost na 
higromicin kot rastlinsko selekcijo. 
 
18 
Brinovec M. Vnos in ugotavljanje markerskih genov pri hmelju (Humulus lupulus L.). 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
 
Slika 4: Shema plazmida pCAMBIA1301 (Cambia, 2017) 
 
Plazmid pCAMBIA1302-ZsGreen (GenScript Inc., New Jersey, ZDA) (Slika 5) vsebuje 
markerski gen za ZsGreen. Komercialni plazmid pCAMBIA1302 je različica plazmida 
pCAMBIA1301 in se od le-tega razlikuje po uporabljenem markerskem genu. Plazmid 
torej vsebuje selekcijski gen nptII za odpornost na kanamicin kot bakterijsko selekcijo in 
gen hptII za odpornost na higromicin kot rastlinsko selekcijo. 
 
 
Slika 5: Shema plazmida pCAMBIA1302 (Cambia, 2017) 
 
Plazmid pCAMBIA1390-DsRed-Express (Škof, 2008) vsebuje obliko gena za protein 
DsRed in sicer gen za DsRed-Express iz plazmida pDsRed-Express (BD Biosciences 
Clontech, Palo, Alto, ZDA). DsRed-Express ima v primerjavi z divjim tipom DsRed 
izboljšamo topnost in manjšo težnjo k oblikovanju agregatov (Matz in sod., 1999). Gen je 
bil vključen v komercialni plazmid pCAMBIA1390 (Slika 6) in sicer med nukleotidnim 
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zaporedjem za gen hptII ter desnim mejnim nukleotidnim zaporedjem. Plazmid vsebuje 
gen nptII za odpornost na kanamicin (50 mg/l) kot bakterijsko selekcijo in gen hptII za 
odpornost na higromicin kot rastlinsko selekcijo.  
 
 
Slika 6: Shema plazmida pCAMBIA1390 (Cambia, 2017) 
 
3.5 TRANSFORMACIJA TOBAKA 
Transformacijo tobaka smo izvedli po metodah, ki jih priporočajo Horsch in sod. (1985) 
ter Fisher in Guiltinan (1995) s prilagoditvami za naš poskus. V gojišču YEB z dodatkom 
rifampicina (50 mg/l) in kanamicina (50 mg/l) kot bakterijsko selekcijo binarnega 
plazmida (Preglednica 1) smo gojili A. tumefaciens z vnešenim enim od naslednjih 
plazmidov: pCAMBIA1301, pCAMBI1302-ZsGreen ali pCAMBIA1390-DsRed-Express. 
Bakterije smo gojili čez noč do logaritemske faze rasti pri 28 °C in tresenju 120 
obratov/min. Suspenzijo smo nato centrifugirali 5 min pri 5000 obratih/min, odlili 
supernatant in pelet resuspendirali s tekočim gojiščem MS polovične koncentracije. 
 
Preglednica 1: Uporabljeni plazmidi z navedbo antibiotika, ki predstavlja bakterijsko in rastlinsko selekcijo 
Plazmid Bakterijska selekcija Rastlinska selekcija 
pCAMBIA1301 kanamicin (50 mg/l) higromicin (25 mg/l) 
pCAMBIA1302-ZsGreen kanamicin (50 mg/l) higromicin (25 mg/l) 
pCAMBIA1390-DsRed-Express kanamicin (50 mg/l) higromicin (25 mg/l) 
 
Liste tobaka smo sterilno narezali na približno 1 cm2 velike izsečke, nato jih 20 min 
inkubirali v suspenziji A. tumefaciens Izsečke smo zračno osušili na sterilnem filtrskem 
papirju in jih prenesli na gojišče MSr z dodatkom 200 μM acetosiringona. Z A. tumefaciens 
smo jih kokultivirali tri dni v rastni komori. Izsečke smo nato dvakrat spirali v raztopini 
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antibiotika timentin 150 mg/l, s čimer smo prekinili kokultivacijo. Izsečke smo zračno 
osušili na sterilnem filtrskem papirju in jih prestavili na gojišče MSr z dodatkom 150 mg/l 
timentina in higromicina (25 mg/l) kot rastlinsko selekcijo (Preglednica 1). Po šestih tednih 
kokultivacije smo nastale regenerante prestavili na gojišče MS za mikropropagacijo z 
dodatkom 150 mg/l timentina za peprečevanje rasti A. tumefaciens in 25 mg/l higromicina 
za rastlinsko selekcijo. Razmere gojenja so navedene v poglavju 3.1.  
 
3.6 REGENERACIJA HMELJA 
Uspešna regeneracija v tkivni kulturi je predpogoj za transformacijo. Najprej smo pri 
posameznih genotipih hmelja preverili frekvenco adventivne regeneracije z namenom 
izbora najboljših genotipov za transformacijo. Uporabili smo gojišče Hr za regeneracijo 
hmelja, na katerega smo kultivirali izsečke internodijev in sicer vsaj petdeset internodijev 
na posamezen genotip. Razmere gojenja so navedene v poglavju 3.1. Po desetih tednih 
kultivacije smo prešteli regenerante in izračunali frekvenco regeneracije.  
3.7 TRANSFORMACIJA HMELJA 
Transformacijo tobaka smo izvedli po metodah, ki jih priporočajo Horsch in sod. (1985) 
ter Fisher in Guiltinan (1995) s prilagoditvami za naš poskus. V gojišču YEB z dodatkom 
rifampicina (50 mg/l) in kanamicina (50 mg/l) (Preglednica 1) smo gojili A. tumefaciens z 
vnešenim enim od naslednjih plazmidov: pCAMBIA1301, pCAMBIA1302-ZsGreen ali 
pCAMBIA1390-DsRed-Express. Bakterije smo gojili čez noč do logaritemske faze rasti 
pri 28 °C in tresenju 120 obratov/min. Suspenzijo smo nato centrifugirali 5 min pri 5000 
obratih/min, odlili supernatant in pelet resuspendirali s tekočim gojiščem MS polovične 
koncentracije. 
 
Hmelj smo narezali na približno 1 cm dolge internodije, nato jih 20 min inkubirali v 
suspenziji A. tumefaciens. Izsečke smo zračno osušili na sterilnem filtrskem papirju in jih 
prenesli na gojišče Hr z dodatkom 100 μM acetosiringona. Z A. tumefaciens smo jih 
kokultivirali tri dni v rastni komori. Izsečke smo nato dvakrat spirali v raztopini antibiotika 
timentin 150 mg/l, s čimer smo prekinili kokultivacijo. Izsečke smo zračno osušili na 
sterilnem filtrskem papirju in jih prestavili na gojišče Hr z dodatkom 150 mg/l timentina. 
Po desetih tednih inkubacije smo nastale regenerante prestavili na gojišče Hm za 
mikropropagacijo z dodatkom 150 mg/l timentina. Tkivno kulturo smo gojili v rastni 
komori pri razmerah navedenih v poglavju 3.1.  
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3.8 FENOTIPSKO SPREMLJANJE TRANSGENOV 
3.8.1 Histokemični test izražanja gena gusA 
Izražanje gena gusA pri regenerantih tobaka in hmelja smo preverili s histokemičnim 
testom GUS po metodi Jefferson in sod. (1987) ter Hiei in sod. (1994). Za reakcijo smo 
uporabili barvilo X-Gluc (5-bromo-4-kloro-3-indolil glukuronid); encim β-glukuronidaza 
razgradi X-Gluc in produkt se obarva modro.  
 
Regenerante pri tobaku in hmelju smo inkubirali v 50 mM fosfatnem pufru NaPO4 
(Na2HPO4 + NaH2PO4, pH 6,8) z dodatkom 1 % Triton X-100 pri 37 °C. Po enourni 
inkubaciji smo pufer odstranili ter rastlinski material prelili s fosfatnim pufrom z dodatkom 
1 mM X-Gluc in 20 % metanola. Reakcijsko zmes smo inkubirali čez noč pri 37 ºC. 
Naslednji dan smo regenerante pregledali s prostim očesom in s pomočjo 
stereomikroskopa. Kot kontrolo smo uporabili netransformirane regenerante tobaka in 
hmelja. 
3.8.2 Pregled izražanja fluorescentnih markerskih genov z epifluorescentnim 
mikroskopom 
Izražanje fluorescentnih genov (ZsGreen in DsRed-Express) smo preverili z 
epifluorescentnim mikroskopom z ustreznim setom filtrov za zaznavanje zelene in rdeče 
fluorescence (Preglednica 2). Kot kontrolo smo uporabili netransformirane regenerante 
tobaka in hmelja. 
 
Preglednica 2: Lastnosti setov filtrov uporabljenih za posamezen fluorescentni markerski gen 
Markerski gen Ekscitacijski filter Dikroično zrcalo Emisijski filter 
ZsGreen 480/40 nm 505 nm 535/50 nm 
DsRed-Express 546/10 nm 575 nm 620 nm 
 
3.9 ANALIZA VNOSA TRANSGENOV V GENOM 
Iz obeh vrst regenerantov, tako tobaka in hmelja, smo izbrali po deset in jih testirali na 
prisotnost transgenov s PCR analizo. Pri tobaku smo iz skupine transformiranih 
regenerantov, ki so uspešno rasli na selekcijskem gojišču naključno vključili devet po 
transformaciji z gusA in devet z DsRed transgenom ter po enega regeneranta za vsak 
transgen, skupno dva, ki sta na selekcijskem gojišču začela propadati. Pri transformaciji z 
ZsGreen transgenom smo naključno izbrali osem regerantov in dva z vidnimi znaki 
propadanja na selekcijskem gojišču. Pri hmelju smo v PCR analizo vključili vse 
regenerante, ki so bili fenotipsko pozitivni (tri z vključenim gusA transgenom, dva z 
ZsGreen in tri z DsRed) ter sedem oz. osem, pri katerih fenotipsko nismo potrdili 
prisotnosti transgenov. 
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3.9.1 Izolacija rastlinske DNA 
Celokupno genomsko DNA smo iz listov tobaka in hmelja izolirali z modificirano CTAB 
metodo (Kump in sod., 1992). Rastlinski material smo v terilnici prelili z 0,6 ml 
ektrakcijskega pufra CTAB (cetiltrimetilamonijev bromid) segretega na 68 ºC in zdrobili. 
Sestava CTAB je bila sledeča: 2 % (w/v) CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA (pH 8,0), 100 
mM Tris-HCl (pH 8,0), 0,2 % (v/v) merkaptoetanol. 
 
Zmaceriran rastlinski material smo prelili v mikrocentrifugirke in v vodni kopeli inkubirali 
1,5 ure na 68 ºC. Nato smo dodali 600 µl mešanice topil kloroform:izoamilalkohol 24:1, 
premešali in centrifugirali 10 min pri 13200 obratih/min, da sta se ločili organska in vodna 
faza. Supernatant oz. vodno fazo smo previdno odpipetirali v novo mikrocentrifugirko in 
dodali 60 µl 3 M natrijevega acetata pH 5,2 in 600 µl ledenohladnega izopropanola ter 
dobro premešali. DNA se je začela precipitirati. Vzorce smo inkubirali 20 min v 
zmrzovalniku pri -18 ºC in nato centrifugirali 10 min pri 13200 obratih/min. Supernatant 
smo previdno odlili in dodali 1 ml 70 % etanola. Po dvajsetih minutah smo previdno 
odpipetirali etanol in pelet DNA rahlo zračno posušili. Dodali smo 50 µl TE pufra s 
sestavo: 10 mM Tris-HCl (pH 8,0), 1mM EDTA (pH 8,0). Vzorce DNA smo shranili v 
hladilnik pri 4 ºC. 
3.9.2 Merjenje koncentracije DNA 
Koncentracijo izolirane rastlinske DNA smo izmerili z DNA fluorometrom. Merjenje smo 
opravili z barvilom Hoechst 33258, ki smo ga dodali v prefiltriran 1TNE pufer s sestavo: 
0,1 M NaCl, 10 mM Tris-HCl in 1 mM EDTA (pH 7,4) v končni koncentraciji 0,1 g/ml. 
Raztopino smo hranili v steklenici oviti z alufolijo zaradi občutljivosti barvila na svetlobo. 
Za kalibracijo in umeritev fluorometra smo uporabili DNA telečjega timusa in sicer 1 
mg/ml DNA v 1TNE pufru z barvilom oz. delovni raztopini. DNA vzorce smo razredčili 
na koncentracijo 4 ng/l. 
3.9.3 Verižna reakcija s polimerazo 
Specifično pomnoževanje gusA, ZsGreen, DsRed-Express in hptII transgenov je potekalo z 
dupleks PCR s pomočjo dveh parov začetnih oligonukleotidov za posamezen gen 
(Preglednica 3). PCR reakcijsko mešanico smo pripravili v brezprašni komori na ledu.  
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Preglednica 3: Uporabljeni začetni oligonukleotidi z nukleotidnimi zaporedji in pričakovana dolžina 
fragmentov po pomnoževanju s PCR 
Začetni 
oligonukleotid 
Nukleotidno zaporedje 5'-3' 
Pričakovana dolžina 
fragmenta 
GUS3for 
GUS3rev 
GGC GAA CAG TTC CTG ATT AAC 
TTC GTT GGC AAT ACT CCA CAT  
408 bp 
GFP1a 
GFP1b 
AGT GGA GAG GGT GAA GGT GAT G 
TTG TGG CGG GTC TTG AAG TTG G 
422 bp 
REDfor 
RED2right 
AGG ACG TCA TCA AGG AGT TCA T 
GTG CTT CAC GTA CAC CTT GGA G  
211 bp 
HPTII-for 
HPTII-rev1 
ATG ACC GCT GTT ATG CGG CCA TTG 
AAA AAG CCT GAA CTC ACC GCG ACG  
641 bp 
 
V PCR mikrocentrifugirke smo odpipetirali 5 µl DNA vzorca, redčenega na 4 ng/μl, jih 
centrifugirali do 1000 obratov/min ter dodali 20 µl reakcijske mešanice, ki je vsebovala: 
- 1×PCR pufer (10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl pH 8,3); 
- 1,5 mM MgCl2;  
- 0,1 mM vsakega deoksinukleotid trifosfata (dATP, dGTP, dCTP, dTTP);  
- 4×0,5 mM ustreznega specifičnega začetnega oligonukleotida (Preglednica 3);  
- 1 enoto encima Taq polimeraze (Fermentas, Nemčija) ter  
- sterilno destilirano vodo.  
 
Reakcijsko mešanico in DNA smo pretresli z roko in centrifugirali do 1000 obratov/min. 
PCR je potekala v cikličnem termostatu po temperaturnem vzorcu: 
- začetna denaturacija DNA 5 minut pri 94 °C, 
- 30 ponavljajočih se ciklov:  
 denaturacija DNA 1 min pri 94 °C, 
 prileganje začetnih oligonukleotidov 1 min pri 58 °C, 
 sinteza fragmentov DNA 1,5 min pri 72 °C, 
- končna inkubacija 7 min pri 72 °C. 
Pred nadaljnjo analizo smo vzorce hranili pri 4 °C. 
3.9.4 Agarozna gelska elektroforeza 
V PCR namnožene fragmente DNA smo ločili v 1,4 % agaroznem gelu s sestavo: 1,4 % 
agaroze; 1×TBE pufer (89 mM Tris, 89 mM borna kislina, 10 mM EDTA); 0,5 μg/ml 
etidijev bromid. Gel smo namestili v elektroforetsko posodo in prelili z 1×TBE pufrom. 
Vzorcem DNA smo dodali ¼ volumna nanašalnega barvila: 12,5 % (w/v) ficol 400; 0,2 % 
(w/v) bromfenol modro in 6,7 % (v/v) 10×TBE. Zmes smo premešali in vzorce nanesli na 
gel. Poleg vzorcev s pomnoženimi transgenimi fragmenti smo na gel nanesli še kontrolni 
vzorec (DNA izolirana iz netransformiranega tobaka in hmelja), slepi vzorec (DNA 
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nadomeščena s sterilno destilirano H2O), ustrezni čisti plazmid in velikostni standard s 
štirinajstimi različno dolgimi DNA fragmenti: 3000, 2000, 1500, 1200, 1031, 900, 800, 
700, 600, 500, 400, 300, 200 in 100 bp. 
 
Elektroforeza je potekala pri 120 V v anodni smeri približno dve uri. Po končani ločbi smo 
gel pregledali s transiluminatorjem z UV svetlobo (302 nm). Za poznejšo analizo in 
arhiviranje rezultatov smo gele fotografirali z digitalnim fotoaparatom. 
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4 REZULTATI 
4.1 REGENERACIJA TOBAKA 
Po transformaciji listnih izsečkov tobaka je bila v večjem deležu prisotna direktna 
regeneracija, pri čemer se je tvorilo zelo malo kalusnega tkiva. Po dveh tednih na MSr 
gojišču so se začele pojavljati globularne strukture oz. zametki za regenerante. Po šestih 
tednih je nastalo že veliko regenerantov (Preglednica 4). Netransformirane celice izsečkov 
so začele na selekcijskem MSr gojišču propadati, kar je bilo opazno kot rjave nekroze 
(Slika 7). 
 
   
Slika 7: Inokulirani listni izsečki tobaka (A), listni izsečki z nastajajočimi regeneranti na selekcijskem gojišču 
MSr (B)  
 
Preglednica 4: Odstotek regeneriranih izsečkov tobaka po transformaciji 
Plazmid 
Število izsečkov po 
transformaciji 
Število izsečkov z 
regeneranti 
Odstotek regeneriranih 
izsečkov [%] 
pCAMBIA1301 64 60 94 
pCAMBIA1302-ZsGreen 47 31 66  
pCAMBIA1390-DsRed-
Express 
50 49 98 
Kontrola 29 29 100 
 
4.1.1 Odziv regenerantov na selekcijskem gojišču MS 
Izvedli smo poskus preverjanja občutljivosti regenerantov na selekcijsko gojišče MS s 
higromicinom (25 mg/l). Pri tem smo na to gojišče kultivirali netransformirane (Slika 8) in 
transformirane regenerante tobaka (Slika 9). Odziv smo spremljali sedem tednov ter vsaka 
dva do tri tedne fotografirali regenerante. Po dveh tednih na selekcijskem gojišču smo pri 
A
  
B 
26 
Brinovec M. Vnos in ugotavljanje markerskih genov pri hmelju (Humulus lupulus L.). 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
netransformiranih regenerantih opazili razbarvanje listov začenši ob glavni žili in širjenje 
po celotnih listih v naslednjih tednih. Po petih tednih na selekcijskem gojišču smo opazili 
nagubanje in vihanje listov, ki se je nadaljevalo v naslednjih tednih. Regeneranti so se zelo 
malo povečali. 
 
    
Slika 8: Kultivacija netransformiranih regenerantov tobaka na MS gojišču s higromicinom v časovnem 
sosledju; začetek poskusa (A), regeneranti po dveh (B), petih (C) in sedmih tednih (D) 
 
Transformirani regeneranti na selekcijskem gojišču MS (Slika 9) so se v sedmih tednih 
močno povečali. Po dveh tednih so prerasli gojišče petrijevke in smo jih prestavili na sveže 
gojišče v steklene kozarce s polipropilenskim pokrovom (Slika 3A). 
  
  
Slika 9: Kultivacija transformiranih regenerantov tobaka na selekcijskem gojišču MS v časovnem sosledju; 
začetek poskusa (A) in regeneranti dva tedna po kultivaciji (B) 
 
4.2 REGENERACIJA HMELJA 
4.2.1 Adventivna regeneracija iz netransformiranih izsečkov 
Hmelj ima regeneracijo močno odvisno od genotipa, zato smo izvedli poskus adventivne 
regeneracije različnih genotipov na gojišču Hr (Preglednica 5). Kalusno tkivo se je začelo 
oblikovati po enem tednu po kultivaciji in sicer na konceh izsečkov. Po dveh do treh tednih 
so bili izsečki v celoti prekriti s kalusom. V tem času se je začelo tudi oblikovanje prvih 
organogenih struktur, iz katerih so se razvili regeneranti ( 
Slika 10). Večina regenerantov je nastala po enem do dveh mesecih kultivacije na gojišču 
Hr. Po desetih tednih kultivacije smo prešteli izsečke z regeneranti in sicer tiste, ki so 
A B 
A B C D 
27 
Brinovec M. Vnos in ugotavljanje markerskih genov pri hmelju (Humulus lupulus L.). 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
vsebovali poganjke z dolžino vsaj 1 cm. Rezultati so razvidni iz Preglednica 5, pri čemer 
smo prikazali le tiste genotipe, ki so bili odzivni na gojišču Hr. Izsečki sorte 'Tettnanger' so 
bili najbolj odzivni z največjim odstotkom regeneracije. Od izsečkov drugih genotipov so 
se jasno razlikovali tudi fenotipsko in sicer so razvili več velikih organogenih struktur z 
večjim številom regenerantov. 
 
    
Slika 10: Regeneracija izsečkov hmelja sorte 'Tettnanger'; kalusirani izsečki z regeneranti (A), organogena 
struktura z nastajujočim poganjkom (B) in oblikovan poganjek (C) 
 
Preglednica 5: Odstotek regeneriranih izsečkov hmelja 
Genotip Število izsečkov 
Število izsečkov z 
regeneranti 
Odstotek regeneriranih 
izsečkov [%] 
'Tettnanger' 40 28 70 
'Savinjski golding' 228 23 10 
'Eureka' 225 21 9,3 
Križanec 1 355 19 5,4 
'Celeia' 70 3 4,3 
Križanec 5 198 4 2 
'Styrian gold' 155 2 1,3 
'Aurora' 237 3 1,2 
Križanec 6 125 1 0,8 
 
4.2.2 Regeneracija hmelja po transformaciji 
Na podlagi poskusa adventivne regeneracije različnih genotipov hmelja na gojišču Hr smo 
za transformacijo izbrali prve štiri genotipe z najboljšo regeneracijo (Preglednica 5). Po 
transformaciji smo internodijske izsečke kultivirali na gojišče Hr s 150 mg/l timentina, 
brez higromicinske selekcije. V predhodnih poskusih testiranja priporočene koncentracije 
higromicina (25 mg/l) za uporabljene genske konstrukte in tudi najmanjše še testirane (0,5 
mg/l) smo ugotovili, da se selekcijski gen hptII neuspešno izraža. Prve organogene 
strukture so se začele pojavljati v dveh do treh tednih po transformaciji. Deseti teden po 
transformaciji smo prešteli izsečke na katerih so nastali vsaj 1 cm dolgi poganjki in iz 
A B C 
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podatka izračunali odstotek regeneracije (Preglednica 6). Najuspešnejšo regeneracijo (5-
9,1 %) smo dobili pri sorti 'Tettnanger', ki je bila na gojišču odzivna po transformaciji z 
vsakim od treh genskih konstruktov (pCAMBIA1301, pCAMBIA1302-ZsGreen in 
pCAMBIA1390-DsRed-Express). Ostali genotipi, navedeni v Preglednici 5, na gojišču Hr 
niso bili odzivni in jih v Preglednica 6 niso prikazani. 
 
Preglednica 6: Odstotek regeneriranih izsečkov hmelja po transformaciji 
Genotip/ 
plazmid 
Število izsečkov po 
transformaciji 
Število izsečkov z 
regeneranti 
Odstotek regeneriranih 
izsečkov [%] 
Križanec 1    
pCAMBIA1301 78 5 6,4 
pCAMBIA1302-
ZsGreen 
10 0 0 
pCAMBIA1390-DsRed-
Express 
47 4 8,5 
'Eureka'    
pCAMBIA1301 74 1 1,4 
pCAMBIA1302-
ZsGreen 
30 0 0 
pCAMBIA1390-DsRed-
Express 
39 0 0 
'Styrian gold'    
pCAMBIA1301 30 0 0 
pCAMBIA1302-
ZsGreen 
49 2 4,1 
pCAMBIA1390-DsRed-
Express 
39 0 0 
'Tettnanger'    
pCAMBIA1301 262 13 5,0 
pCAMBIA1302-
ZsGreen 
186 17 9,1 
pCAMBIA1390-DsRed-
Express 
158 10 6,3 
 
4.3 FENOTIPSKO SPREMLJANJE TRANSGENOV 
Šest tednov po transformaciji tobaka smo nastale regenerante odrezali pri bazi in prestavili 
na sveže gojišče MS z dodatkom 25 mg/l higromicina in 150 mg/l timentina. Po enem 
tednu na selekcijskem gojišču smo prvič preverili izražanje markerskih genov (Preglednica 
7). 
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Deset tednov po transformaciji internodijskih izsečkov hmelja smo preverili izražanje 
markerskih genov pri nastalih regenerantih sorte 'Tettnanger', ki je bila najbolj odzivna za 
regeneracijo na gojišču Hr s timentinom (Preglednica 8). 
 
Regenerante tobaka in hmelja po transformaciji z A. tumefaciens s plazmidom 
pCAMBIA1301 smo testirali s histokemičnim testom GUS. Pri tem smo regenerante 
označili za transformirane, če so se po izvedenem testu obarvali modro, kar pomeni, da 
imajo v genom vključen in aktiven gen gusA, ki je omogočil sintezo encima β-
glukuronidaze (Slika 11 in Slika 12). Pri tobaku se je modro obarvalo 42 od 70 testiranih 
regenerantov, pri hmelju pa 3 od 37 regenerantov. Pri hmelju se je gen gusA zelo mozaično 
izražal. 
 
Regenerante transformirane z A. tumefaciens s plazmidom pCAMBIA1302-ZsGreen smo 
pregledali z epifluorescentnim mikroskopom z usteznim setom filtrov za detekcijo zelene 
fluorescence, pri čemer smo jih označili za transformirane, če so fluorescirali zeleno (Slika 
13A, B in Slika 14A, B). Pri tobaku je zeleno fluoresciralo 23 od 31 pregledanih 
regenerantov, pri hmelju smo opazili izražanje proteina ZsGreen pri 2 od 47 regenerantov. 
 
Z epifluorescentnim mikroskopom in usteznim setom filtrov za detekcijo rdeče 
fluorescence smo pregledali regenerante transformirane z A. tumefaciens s plazmidom 
pCAMBIA1390-DsRed-Express (Slika 13C, D in Slika 14C, D). Rdečo fluorescenco smo 
opazili pri 24 od 63 regenerantov tobaka in pri 3 od 49 regenerantov hmelja. 
 
Kontrolne regenerante tobaka in hmelja smo preverili tako s testom GUS, kot z 
epifluorescentnim mikroskopom z usteznim setom filtrov za detekcijo zelene oz. rdeče 
fluorescence in pri njih nismo zasledi izražanja markerskih genov. 
 
  
Slika 11: List tobaka transformiran z A. tumefaciens s plazmidom pCAMBIA1301 pred (A) in po testu GUS 
(B) 
 
A B 
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Slika 12: Organogena struktura (A) in list (B) hmelja transformiranega z A. tumefaciens s plazmidom 
pCAMBIA1301 po testu GUS  
 
       
Slika 13: Regeneranti tobaka transformiranega z A. tumefaciens s pCAMBIA1302 pod belo svetlobo (A) in 
ob indukciji zelene fluorescence (B) ter transformiranega z A. tumefaciens s plazmidom pCAMBIA1390-
DsRed-Express pod belo svetlobo (C) in ob indukciji rdeče fluorescence (D) 
 
    
Slika 14: Regeneranti hmelja transformiranega z A. tumefaciens s pCAMBIA1302 pod belo svetlobo (A) in 
ob indukciji zelene fluorescence (B) ter transformiranega z A. tumefaciens s plazmidom pCAMBIA1390-
DsRed-Express pod belo svetlobo (C) in ob indukciji rdeče fluorescence (D) 
 
 
 
 
 
A B C D 
A B 
A B C D 
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Preglednica 7: Odstotek transformiranih regenerantov tobaka po fenotipskem testiranju 
Plazmid 
Število testiranih 
regenerantov 
Število transformiranih 
regenerantov 
Odstotek 
transformiranih 
regenerantov [%] 
pCAMBIA1301 70 42 60 
pCAMBIA1302-
ZsGreen 
31 23 74,2 
pCAMBIA1390-DsRed-
Express 
63 24 38,1 
Kontrola 40 0 0 
 
 
Preglednica 8: Odstotek transformiranih regenerantov hmelja po fenotipskem testiranju 
Plazmid 
Število testiranih 
regenerantov 
Število transformiranih 
regenerantov 
Odstotek 
transformiranih 
regenerantov [%] 
pCAMBIA1301 37 3 8,1 
pCAMBIA1302-
ZsGreen 
47 2 4,3 
pCAMBIA1390-DsRed-
Express 
49 3 6,1 
Kontrola 40 0 0 
 
4.4 GENOTIPSKO SPREMLJANJE TRANSGENOV 
Po fenotipskem testiranju smo pri tobaku za genotipsko testiranje naključno izbrali devet 
regenerantov od desetih z izraženim gusA transgenom, osem z ZsGreen ter devet z DsRed. 
Preostali vključeni regeneranti so propadali na selekcijskem gojišču in smo jih izbrali z 
namenom preveriti prisotnost transgenov in potrditi morebitno utišanje transgenov. Za 
gusA je to regenerant z oznako 1, za ZsGreen imata regeneranta oznaki 8 in 10 ter za 
transgen DsRed je regenerant z oznako 8. Pri teh se niso namnožili fragmenti značilni za 
oba transgena in s tem smo potrdili, da transformacija pri teh regenerantih tobaka ni uspela 
(Slika 15). Pri hmelju smo ravno tako v genotipsko testiranje vključili deset regenerantov, 
od tega vse, ki so markerski gen izražali (teh je bilo manj kot pri tobaku Preglednici 7 in 8) 
in sedem ali osem regenerantov pri katerih nismo potrdili izražanja transgenov.  
 
Pri regenerantih transformiranh z A. tumefaciens s plazmidom pCAMBIA1301 so se 
namnožili fragmenti dolžine 408 bp značilni za transgen gusA in 641 bp značilni za 
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transgen hptII pri devetih regenerantih tobaka od desetih in štirih od desetih pri hmelju. 
(Sliki 15 in 16). 
Regeneranti transformirani z A. tumefaciens s plazmidom pCAMBIA1302-ZsGreen so 
imeli za transgen ZsGreen značilno namnožene fragmente dolžine 422 bp ter fragmente 
dožine 641 bp značilne za transgen hptII pri osmih od desetih regenerantov tobaka ter pri 
sedmih od desetih regenerantov hmelja (Sliki 15 in 16). 
 
Pri regenerantih transformiranh z A. tumefaciens s plazmidom pCAMBIA1390-DsRed-
Express so se namnožili fragmenti dolžine 211 bp značilni za transgen DsRed-Express pri 
devetih od desetih regeneranrov tobaka in pri šestih od desetih regenerantov hmelja. Prav 
tako so se namnožili fragmenti dolžine 641 bp značilni za gen hptII pri vseh regenerantih 
tobaka in hmelja pri katerih so se namnožili fragmenti značilni za transgen DsRed-Express 
(Sliki 15 in 16). 
 
 
Slika 15: Ločeni fragmenti DNA tobaka na agaroznem gelu namnoženimi v PCR s pari začetnih 
oligonukleotidov za: transgena gusA (408 bp) in hptII (641 bp) (A), transgena ZsGreen (422 bp) in hptII (641 
bp) (B) ter transgena DsRed-Express (211 bp) in hptII (641 bp) (C). 1-10: po transformaciji nastali 
regeneranti, K: netransformiran tobak, P: čisti plazmid, S: slepi vzorec, M: velikostni standard 
 
 
Slika 16: Ločeni fragmenti DNA hmelja na agaroznem gelu namnoženi v PCR s pari začetnih 
oligonukleotidov za: transgena gusA (408 bp) in hptII (641 bp) (A), transgena ZsGreen (422 bp) in hptII (641 
bp) (B) ter transgena DsRed-Express (211 bp) in hptII (641 bp) (C). 1-10: po transformaciji nastali 
regeneranti, K: netransformiran hmelj, P: čisti plazmid, S: slepi vzorec, M: velikostni standard 
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5 RAZPRAVA 
5.1 USPEŠNOST REGENERACIJE RAZLIČNIH RASTLINSKIH GENOTIPOV 
Predpogoj za učinkovito transformacijo je visok odstotek in vitro regeneracije oz. 
odzivnost izbranih izsečkov (Horlemann in sod., 2003). Pri hmelju je indukcija adventivne 
regeneracije težavna, prav tako je močno odvisna od genotipa (Batista in sod., 1996; 
Gurriaran in sod., 1999). V nasprotju s tem je organogeneza listnih izsečkov tobaka v 
tkivni kulturi hitra in direktna z velikim odstotkom vitalnih regenerantov (Stolarz in sod., 
1991). Na uspešnost regeneracije hmelja poleg genotipa vpliva sestava gojišča, vsebnost 
hormonov in izvor izsečkov (Škof in sod., 2007). Za najboljši izvor so se pri drugih 
avtorjih izkazali internodijski izsečki (Batista in sod., 1996; Horlemann in sod., 2003; Škof 
in sod., 2007; Trojak-Goluch in sod., 2015). V našem delu pri internodijskih izsečkih 
hmelja na uporabljenem gojišču nismo zasledili direktne regeneracije, ampak samo 
posredno z vmesno fazo kalusa, ki se je oblikoval mesec ali več od kultivacije na gojišče 
Hr. Šele takrat so se začele oblikovati embriogene strukture. O podobnih izsledkih 
poročajo tudi Batista in sod. (1996) ter Gurriaran in sod. (1999). V našem delu smo tobak 
uporabili kot kontrolo, s katerim smo primerjali vse naše postopke transformacije hmelja. 
 
Regeneracija transformiranih in netransformiranih listnih izsečkov tobaka je bila v večjem 
deležu direktna, pri čemer se je tvorilo zelo malo kalusnega tkiva. Po dveh tednih na MSr 
gojišču so se začele na listnih izsečkih pojavljati globularne strukture oz. zametki za 
regenerante. Po šestih tednih je nastalo že veliko regenerantov (Preglednica 4). Odzivni so 
bili vsi netransformirani izsečki ter 66-98 % izsečkov transformiranih z A. tumefaciens z 
enim od plazmidov: pCAMBIA1301, pCAMBIA1302-ZsGreen ali pCAMBIA1390-
DsRed-Express. O dobri odzivnosti listnih izsečkov tobaka tudi po transforamciji poročajo 
Stolarz in sod. (1991) ter Škof (2008).  
 
Pri posameznih genotipih hmelja smo preverili frekvenco adventivne regeneracije na Hr 
gojišču z namenom izbora najboljših genotipov za transformacijo. Na gojišče smo 
kultivirali internodijske izsečke različnih genotipov hmelja (osem sort: 'Aurora', 'Bobek', 
'Celeia', 'Dana', 'Eureka', 'Savinjski golding', 'Styrian gold' in 'Tettnanger' ter osem 
križancev z oznakami 1-8). Kalusno tkivo se je začelo oblikovati po enem tednu po 
kultivaciji in sicer na konceh izsečkov. Po dveh do treh tednih so bili izsečki v celoti 
prekriti s kalusom. V tem času se je začelo tudi oblikovanje prvih organogenih struktur, iz 
katerih so se po enem do dveh mesecih kultivacije razvili regeneranti. Izsečki sorte 
'Tettnanger' so imeli daleč največji delež regeneriranih izsečkov in sicer 70 %. Nekoliko 
manjši odstotek regeneracije pri sorti 'Tettnanger' navajajo Horlemann in sod. (2003); Škof 
in sod. (2007). Prav tako so razvili več organogenih skupkov z večjim številom 
regenerantov. Ostali genotipi so imeli delež regeneriranih izsečkov 0,8-10 %. Sedem 
genotipov je bilo na gojišču Hr neodzivnih (Preglednica 5). 
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Na podlagi poskusa adventivne regeneracije različnih genotipov hmelja smo za 
transformacijo izbrali genotipe, ki so bili odzivni na gojišču Hr. Pri tem smo transformirali 
internodijske izsečke in jih kultivirali na gojišče Hr s 150 mg/l timentina. Tudi pri tem 
poskusu so se prve organogene strukture začele pojavljati v dveh do treh tednih po 
transformaciji. Regeneracija vseh genotipov je bila nizka (<10 %) (Preglednica 6). 
Najuspešnejšo regeneracijo smo opazili pri sorti 'Tettnanger', ki je bila odzivna na gojišču 
Hr po transformaciji z vsakim od treh konstruktov (pCAMBIA1301, pCAMBIA1302-
ZsGreen ali pCAMBIA1390-DsRed-Express). Nižji odstotek regeneriranih izsečkov po 
transformaciji v primerjavi z netransformiranimi izsečki lahko razložimo z obrambnim 
odzivom okuženih rastlinskih celic na bakterijo. Med samo interakcijo rastlinskih celic in 
A. tumefaciens pride v rastlini do obrambnega mehanizma (Chung in sod., 2006), pri čemer 
lahko povečan nivo peroksidaze in posledična oksidacija povzroči rjavenje rastlinskih tkiv 
in celično smrt (Finer in Dhillon, 2008). Pri izsečkih hmelja v našem poskusu je bil proces 
pojava nekroz prisoten v večji meri kot pri tobaku.  
5.2 USPEŠNOST TRANSFORMACIJE RAZLIČNIH RASTLINSKIH GENOTIPOV 
Tobak je bila prva uspešno transformirana rastlina in ima dobro razvit transformacijski 
sistem z A. tumefaciens (Horsch in sod., 1984). Za genske transformacije in za sprejem 
transgenov je zelo dovzeten in zaradi tega modelna rastlina za to tehnologijo (Sierro in 
sod., 2014). Tobak smo vključili tudi v naš poskus in ga uporabili kot kontrolo za 
primerjavo s transformacijo hmelja, saj je področje genskih transformacij hmelja še slabo 
raziskano in še zdaleč ne optimizirano. Pri obeh izbranih rastlinah smo transformacijo 
izvedli s posredno metodo z A. tumefaciens z enim od naslednjih plazmidov: 
pCAMBIA1301 (gen gusA), pCAMBI1302-ZsGreen (gen ZsGreen) ali pCAMBIA1390-
DsRed-Express (gen DsRed-Express). 
 
Uspešnost transformnacije smo poskušali povečati z dodatkom 200 μM acetosiringona v 
gojišče za regeneracijo tobaka (MSr) ali hmelja (Hr) v fazi tridnevne kokultivacije z A. 
tumefaciens in dodatnim dnem pred transformacijo internodijskih izsečkov hmelja, da bi 
celice naložile čim več acetosiringona za izboljšanje transformacije. Acetosiringon se 
skupaj z drugimi fenolnimi snovmi sprosti ob poškodbi rastlinskega tkiva in vpliva na 
učinkovitost transformacije z A. tumefaciens (Tan in sod., 2017). Acetosiringon namreč 
vpliva na povečano izražanje genov vir in chv v A. tumefaciens, ki so pomembni za 
okužbo, izrez T-DNA iz plazmida, transport po bakterijski celici, prehod v rastlinsko 
celico in vgraditev v rastlinski genom (Suzuki in sod., 2001; Finer in Dhillon, 2008). 
 
Kokultivacijo smo prekinili s spiranjem izsečkov v raztopini antibiotika timentin 150 mg/l 
in kultivacijo na gojišče za regeneracijo tobaka (MSr) ali hmelja (Hr) z dodatkom 150 mg/l 
timentina. Antibiotik je rast A. tumefaciens uspešno zavrl in pri tem ni poškodoval 
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izsečkov tobaka oz. hmelja ali oviral regeneracije. Uporabo timentina v ta namen navajajo 
tudi Cheng in sod. (1998). 
 
Za namen selekcije transformiranih rastlin tobaka smo v gojišče MSr dodali antibiotik 
higromicin, ki predstavlja rastlinsko selekcijo pri vseh treh uporabljenih genskih 
konstruktih (Preglednica 1). S fenotipsko in genotipsko analizo smo potrdili, da je 
priporočena koncentracija 25 mg/l higromicina učinkovita pri tobaku, medtem ko pri 
hmelju, kljub temu, da smo pri regenerantih potrdili prisotnost fragmentov značilnih za 
hptII transgen, se ta ni izražal tudi pri veliko nižji koncentraciji (0,5 mg/l). Priporočena 
koncentracija selekcijskega agensa mora preprečiti regeneracijo netransformiranih 
izsečkov in rast netransformiranih regenerantov (Park in sod., 1998). Netransformirane 
celice izsečkov tobaka so začele na selekcijskem gojišču MSr propadati, kar je bilo opazno 
kot rjave nekroze (Slika 7). Pri hmelju selekcijskega antibiotika nismo dodali, saj so 
predhodni poskusi pokazali občutljivost na higromicin že v koncentraciji 0,5 mg/l. Ker je 
bila regeneracija transformiranih izsečkov hmelja zelo nizka, smo jih gojili na gojišču brez 
selekcije. 
 
Kot poskus preverjanja občutljivosti regenerantov tobaka na selekcijskem gojišču MS s 
higromicinom (25 mg/l) smo na gojišče kultivirali netransformirane in transformirane 
regenerante tobaka. Po dveh tednih na selekcijskem gojišču smo pri netransformiranih 
regenerantih opazili razbarvanje listov začenši ob glavni žili in širjenje po celotnih listih v 
naslednjih tednih. Po petih tednih na selekcijskem gojišču smo opazili nagubanje in 
vihanje listov, ki se je nadaljevalo v naslednjih tednih. Regeneranti so se na gojišču zelo 
malo povečali (Slika 8). V nasprotju s tem so se transformirani regeneranti na selekcijskem 
gojišču MS že v dveh tednih močno povečali (Slika 9), tako da smo jih prestavili na sveže 
selekcijsko gojišče.  
5.3 FENOTIPSKO SPREMLJANJE TRANSGENOV 
S pomočjo sintetiziranih markerskih proteinov lahko spremljamo izražanje transgena. 
Zaradi enostavne določljivosti so zelo uporabni pri delu z večjim številom vzorcev, kar je 
še posebej pomembno pri uvajanju in optimizaciji metod za transformacijo novih vrst 
rastlin. β-glukuronidaza (GUS) je bakterijski encim, ki ga kodira gen gusA iz E. coli. 
Omogoča nam določanje na celičnem nivoju. Celice, v katerih se gen izraža, se obarvajo 
modro. Največja pomankljivost uporabe gena za GUS je, da za določanje potrebuje 
dodatek substrata, ki je uničujoč za rastlinska tkiva. V nasprotju s tem so fluorescentni 
markerski proteini, ki za zaznavanje ne potrebujejo dodatka substrata. Določanje temelji na 
spremljanju fluorescence, ki jo oddajajo sintetizirani proteini in omogočeno je sledenje v 
realnem času v živih celicah (Miki, 2008). Protein ZsGreen iz Zoanthus sp. fluorescira 
zeleno ob osvetlitvi z modrozeleno svetlobo (497 nm). Pomankljivost uporabe zeleno 
flourescentnega proteina kot markerja pri rastlinah je avtofluorescenca rastlinskih tkiv, 
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predvsem na račun fluorescence klorofila, ki lahko moti zaznavanje nizkih koncentracij 
markerskega proteina, predvsem na začetku. Protein DsRed iz Discosoma sp. fluorescira 
rdeče ob osvetlitvi z rumeno svetlobo (558 nm), kar zaobide prej omenjen problem 
zaznavanja nizkih koncentracij fluorescence v celicah (Goverse in sod., 1998; Stewart, 
2006). 
 
Regenerante tobaka in hmelja transformirane z A. tumefaciens s plazmidom 
pCAMBIA1301 smo testirali s histokemičnim testom GUS. Pri tobaku se je modro 
obarvalo 60 % testiranih regenerantov, pri hmelju le 8,1 % regenerantov. Netransformirani 
kontrolni regeneranti niso kazali modre obarvanosti (Preglednica 7 in 8). V primerjavi s 
tem so Horlemann in sod. (2003) pri sorti 'Tettnanger' dosegli 2,9 % GUS pozitivnih 
izsečkov od vseh okuženih. 
 
Regenerante transformirane z A. tumefaciens s plazmidom pCAMBIA1302-ZsGreen smo 
pregledali z epifluorescentnim mikroskopom z usteznim setom filtrov za detekcijo zelene 
fluorescence. Pri tobaku je zeleno fluoresciralo 74 % pregledanih regenerantov, pri hmelju 
smo opazili izražanje proteina ZsGreen pri 4,3 % regenerantov (Preglednica 7 in 8). Pri 
netransformiranih kontrolnih regenerantih smo opazili nekaj zelene avtofluorescence v 
kalusnem tkivu. 
 
Z epifluorescentnim mikroskopom in usteznim setom filtrov za detekcijo rdeče 
fluorescence smo pregledali regenerante transformirane z A. tumefaciens s plazmidom 
pCAMBIA1390-DsRed-Express. Rdečo fluorescenco smo opazili pri 38 % regenerantov 
tobaka in pri 6,1 % regenerantov hmelja (Preglednica 7 in 8). Pri kontrolnih regenerantih 
nismo zaznali rdeče avtofluorescence v kalusnem tkivu. Primerjava rezultatov ob enaki 
metodi transformacije nam nakazuje, da je hmeljev genom slabo dovzeten za sprejem 
transgenov.  
 
Za regenerante, ki so kazali izražanje markerskih genov, smo predpostavili da imajo v 
genom vključen in aktiven markerski gen, saj netransformirani kontrolni regeneranti niso 
kazali izražanja markerskega gena. Poleg tega so markerski geni opremljeni z rastlinskim 
promotorjem, torej se ne morejo prepisovati v prokariontih in ob morebitni bakterijski 
prosotnosti jih ne moremo zaznati. 
5.4 GENOTIPSKO SPREMLJANJE TRANSGENOV 
Pri hmelju smo ugotovili, da so se pri nekaterih regenerantih namnožili fragmenti značilni 
za markerske gene, kljub temu da fenotipsko nismo zasledili produkta. Nesposobnost 
izražanja markerskega gena še ne pomeni, da se gen ni vgradil v rastlinski genom, kar smo 
potrdili na primeru hmelja. Nesposobnost izražanja transgena lahko namreč razložimo z 
vgradnjo v transkripcijsko neaktiven predel kromosoma ali pojavom mutacij, ki lahko 
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povzročijo utišanje genov oz. neprepoznavnost z nukleotidnim zaporedjem začetnih 
oligonukleotidov (Ow, 2002).  
 
Pri tobaku smo dobili večji delež namnoženih fragmentov DNA po PCR v primerjavi s 
hmeljem. Razlog za to tiči v tem, da smo pri tobaku uporabili gojišče za regeneracijo s 
selekcijskim antibiotikom, ki je uničil velik delež netransformiranih celic in regenerantov.  
 
Naše začetno sklepanje, da nesposobnost izražanja markerskega gena še ne pomeni, da se 
gen ni vgradil v rastlinski genom, se je izkazalo za pravilno, saj smo pri regenerantih 
dosegli večji delež transformantov, ki imajo vgrajen markerski gen v genomu, kot 
transformantov, ki transgen izražajo.  
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6 SKLEPI 
Daleč največji delež regeneriranih internodijskih izsečkov na gojišču Hr je imela sorta 
hmelja 'Tettnanger' in sicer 70 %. Prav tako so izsečki razvili več organogenih skupkov z 
večjim številom regenerantov. Ostali genotipi so imeli delež regeneriranih izsečkov 0,8-10 
% ali pa so bili na gojišču neodzivni. 
 
Pri transformiranih internodijskih izsečkih hmelja na gojišču Hr s timentinom je bila 
regeneracija vseh genotipov nizka (<10 %). Najuspešnejšo regeneracijo je imela sorta 
'Tettnanger', pri kateri smo dobili transformirane rastline z vsemi tremi plazmidov 
(pCAMBIA1301, pCAMBIA1302-ZsGreen ali pCAMBIA1390-DsRed-Express).  
 
Antibiotik timentin v koncentraciji 150 mg/l je uspešno zavrl rast A. tumefaciens in pri tem 
ni poškodoval izsečkov tobaka oz. hmelja ali oviral regeneracije. 
 
Regeneranti transformirani z A. tumefaciens s plazmidom pCAMBIA1301 so gen gusA 
izražali pri 60 % testiranih regenerantov tobaka in 8,1 % regenerantov hmelja. V PCR so 
se značilni fragmenti namnožili pri devetih od desetih regenerantov tobaka ter štirih od 
desetih hmelja.  
 
Regeneranti transformirani z A. tumefaciens s plazmidom pCAMBIA1302-ZsGreen so gen 
ZsGreen izražali pri 74 % testiranih regenerantov tobaka in 4,3 % regenerantov hmelja. 
Značilni fragmenti so se namnožili pri osmih od desetih regenerantov tobaka in sedmih od 
desetih hmelja. 
 
Regeneranti transformirani z A. tumefaciens s plazmidom pCAMBIA1390-DsRed-Express 
so gen DsRed-Express izražali pri 38 % testiranih regenerantov tobaka in 6,1 % 
regenerantov hmelja. Značilni fragmenti so se namnožili pri devetih od desetih 
regenerantov tobaka ter šestih od desetih pri hmelju. 
 
Za potrditev stabilne transformacije bi bilo potrebno testirati potomce T1. 
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7 POVZETEK 
Hmelj se komercialno goji za pridobitev storžkov, ki so pomembna sestavina pri varjenju 
piva. Poleg tega se uporablja tudi v farmacevske namene. Predstavlja zanimivo izbiro za 
genske transformacije, vendar je področje genskih transformacij pri tej rastlini še slabo 
raziskano. Velik problem predstavlja tudi nizka frekvenca adventivne regeneracije, ki je 
predpogoj za učinkovito transformacijo. Tobak je bila prva uspešno transformirana rastlina 
in ima dobro razvit transformacijski sistem z A. tumefaciens Za genske transformacije je 
zelo dovzeten in je modelna rastlina za to tehnologijo. Organogeneza listnih izsečkov 
tobaka je v tkivni kulturi hitra in direktna z velikim odstotkom vitalnih regenerantov. Le-to 
je osnovni pogoj za uspešno transformacijo. V našem delu smo tobak uporabili kot 
primerjalno kontrolo s katerim smo primerjali transformacijo hmelja.  
 
Izvedli smo transformacijo markerskih genov s posredno metodo z A. tumefaciens z enim 
od naslednjih plazmidov: pCAMBIA1301 (gen gusA), pCAMBI1302-ZsGreen (gen 
ZsGreen) ali pCAMBIA1390-DsRed-Express (gen DsRed-Express). 
 
Poskus adventivne regeneracije različnih genotipov hmelja na gojišču Hr je pokazal, da je 
daleč največji delež regeneriranih internodijskih izsečkov na gojišču Hr imela sorta 
'Tettnanger' in sicer 70 %. Prav tako so izsečki razvili več organogenih skupkov z večjim 
številom regenerantov. Ostali genotipi so imeli delež regeneriranih izsečkov 0,8-10 % ali 
pa so bili na gojišču neodzivni. Pri transformiranih internodijskih izsečkih na gojišču Hr je 
bila regeneracija vseh genotipov nizka (<10 %). Najuspešnejšo regeneracijo smo opazili 
pri sorti 'Tettnanger', ki je bila odzivna po transformaciji z vsakim od treh konstruktov. 
 
Transformirane regenerante smo najprej fenotipsko pregledali s histokemičnim testom 
GUS ali z epifluorescentnim mikroskopom z usteznim setom filtrov za detekcijo zelene ali 
rdeče fluorescence. Izražanje transgena smo opazili pri 60 % testiranih regenerantov 
tobaka in 8,1 % regenerantov hmelja za plazmid pCAMBIA1301; 74 % regenerantov 
tobaka in 4,3 % regenerantov hmelja za plazmid pCAMBIA1390-DsRed-Express ter 38 % 
regenerantov tobaka in 6,1 % regenerantov hmelja za plazmid pCAMBIA1302-ZsGreen. 
 
Po fenotipskem testiranju smo za genotipsko testiranje naključno izbrali deset regenerantov 
od vsake rastline. Regenerantom smo izolirali celokupno genomsko DNA in jo vključili v 
PCR skupaj z ustreznimi pari začetnih oligonukleotidov za markerski in selekcijski gen. 
Namnožena nukleotidna zaporedja transgenov smo ločili z agarozno elektroforezo. 
Značilna nukleotidna zaporedja so se namnožila pri devetih od desetih regenerantov tobaka 
ter štirih od desetih pri hmelju za plazmid pCAMBIA1301; osmih od desetih regenerantov 
tobaka ter sedmih od desetih pri hmelju za plazmid pCAMBIA1390-DsRed-Express; 
devetih od desetih regenerantov tobaka ter šestih od desetih pri hmelju za plazmid 
pCAMBIA1302-ZsGreen. 
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